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Resumen 
Uno de los factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de frutos carnosos 
es su firmeza, impuesta en gran medida por la resistencia mecánica que ofrece la pared 
celular vegetal. El fenómeno del ablandamiento de frutos es un proceso altamente 
regulado en el que participan diversos actores en forma concertada y redundante. Las 
expansinas (EXPs) son proteínas no hidrolíticas relevantes en procesos dónde es 
necesaria la relajación de la pared, tal como lo es el fenómeno de ablandamiento. Estas 
proteínas se caracterizan por presentar un módulo catalítico similar al de las glicosil-
hidrolasas (carente de actividad hidrolítica) y un módulo de unión a carbohidratos (CBM) 
con fuerte afinidad por celulosa. En el presente trabajo se analizó el efecto de la 
sobreexpresión del CBM de la expansina dos de Fragaria x ananassa (FaExpa2) sobre 
el ablandamiento del fruto, usando Fragaria vesca cv. Hawaii 4 como sistema modelo, 
bajo la hipótesis de que la expresión de una proteína con la capacidad de unirse a 
carbohidratos, pero carente de actividad hidrolítica sobre los mismos genera una 
competencia por el sustrato con el resto de las enzimas involucradas en el catabolismo 
de la pared celular, provocando una reducción global de la degradación de la pared 
celular. Se analizaron distintos parámetros de calidad, la actividad expansina y 
poligalacturonasa en frutos transgénicos sobreexpresantes de CBM-FaEXPa2. 
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Introducción  
Uno de los principales factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de un 
fruto es su firmeza, influyendo tanto en el deterioro asociado a la manipulación como 
en la susceptibilidad a patógenos. La firmeza de un fruto está condicionada por varios 
factores, siendo uno de los principales la rigidez mecánica impuesta por la pared 
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celular (Harker, et al. 2010), constituida por una red de microfibrillas de celulosa 
inmersas en una compleja matriz de pectinas y hemicelulosas (Brummell y Harpster, 
2001). Durante la maduración, la acción combinada de diferentes proteínas y enzimas 
que actúan sobre los componentes de la pared celular provoca su solubilización, 
depolimerización y una disminución en su contenido (Brummell, 2006). Las 
expansinas (EXPs) son proteínas no hidrolíticas relevantes para el metabolismo de la 
pared celular vegetal, principalmente en procesos dónde es necesaria la relajación de 
la pared, tal como lo es el fenómeno de ablandamiento (Cosgrove et al., 2002). Estas 
proteínas se caracterizan por presentar un módulo catalítico similar al de las glicosil-
hidrolasas (carente de actividad hidrolítica) y un módulo de a carbohidratos 
caracterizad por presentar fuerte afinidad por celulosa.  
Se han reportado estrategias en las que se ha intentado controlar el fenómeno de 
ablandamiento mediante la supresión de la expresión de un único gen, a través de 
distintas técnicas; sin embargo, si bien se consiguió reducir los niveles de expresión a 
nivel de ARNm a valores muy bajos, el efecto sobre el ablandamiento del fruto fue 
escaso (Brummell et al., 1999; Jiménez-Bermúdez et al., 2002; Quesada et al., 2009) 
o en muchos casos nulo (Brummell y Harpster, 2001; Xiong et al., 2005), 
probablemente debido el fenómeno d e ablandamiento involucra la participación de 
numerosas enzimas que actúan simultánea o secuencialmente sobre los 
componentes de la pared celular. 
Existen antecedentes en los que la sobreexpresión de un CBM en la pared celular 
vegetal se tradujo en un metabolismo alterado de la pared celular (Nardi et al., 2015; 
M. A. Perini et al., 2017). La expresión de una proteína con la capacidad de unirse a 
carbohidratos, pero carente de actividad hidrolítica sobre los mismos, generaría una 
competencia por el sustrato con el resto de las enzimas involucradas en el catabolismo 
de la pared celular, provocando una reducción global de la degradación de la pared 
celular.  
El objetivo del trabajo fue utilizar al módulo de unión a carbohidratos de la expansina 
dos de Fragaria x ananassa (FaEXPa2) para controlar el fenómeno de ablandamiento 
usando Fragaria vesca cv. Hawaii 4 como sistema modelo. Se analizaron distintos 
parámetros de calidad, la actividad expansina y poligalacturonasa en frutos 
transgénicos sobreexpresantes de CBM-FaEXP2.  
 
Materiales y Métodos 
Generación de plantas transgénicas 
Se siguió el diseño descripto por Nardi et al. (2015) en el armado de la construcción 
destinada a la sobreexpresión de la proteína recombinante CBM-FaEXP2 en la pared 
celular vegetal de Fragaria vesca H4. La secuencia codificante para el péptido tránsito 
se fusionó a la propia del módulo de unión a carbohidratos (CBM) en dos reacciones de 
PCR consecutivas (PCR1 y PCR2) usando cebadores específicos y un plásmido con el 
ADNc completo del gen FaExpa2 como molde (Figura 1). Se utilizó el sistema de 
recombinación GateWay® para generar los respectivos clones de entrada y de 
expresión con el producto de la PCR2 y reacciones BP y LR estándar, con los plásmidos 
pDONR221 y pK7WG2D respectivamente. El vector binario pK7WG2D tiene un gen de 
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resistencia al antibiótico kanamicina y el gen de la proteína fluorescente verde (GFP) 
como marcadores de selección y, el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor 
(P35S-CaMV) para dirigir la expresión del gen de interés. 
El constructo pK7WG2D[CBM-FaEXP2], fue utilizado para transformar células 
competentes de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101, con las cuales se infectaron 
explantos de hoja de F. vesca H4 (PI551572) mediante co-cultivo y finalmente se 
regeneraron plantas transformadas por medio del cultivo “in vitro” de los tejidos 
transformados, siguiendo el protocolo descripto en Zhang et al. (2014).  
Cebadores utilizados en la reacción PCR1:  
• Cebador 1F: 5’-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatggcttttacttcatgcttg-3’;  
• Cebador 1R: 5’-tgcccgttgattgtgaatctg atggcataggtgcctctga-3’.  
Cebadores utilizados en la reacción PCR2:  
• Cebador 2F: producto de PCR1;  
• Cebador 2R: 5’-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtactagaattgaccgcctgaaaacgt-3’. 
 
Figura 1. Armado de la construcción 
 
Clasificación de los frutos  
El cultivar F. vesca H4 presenta frutos que no desarrollan el color rojo característico de 
la mayoría de las variedades de frutilla durante la maduración, permaneciendo blancos 
durante el proceso de maduración. Se distinguieron 5 estadios de madurez fisiológica 
(Figura 2), en función de distintas características morfológicas de los frutos.  
 
Chequeos moleculares 
El chequeo de la transgénesis se realizó por medio RT-PCR a punto final. Se extrajo 
ARNm de frutos de F. vesca H4 en E3, tanto tipo salvaje (WT) como de los 7 eventos 
de transformación, utilizando el protocolo del CTAB modificado (Amaya et al., 2016). El 
ADNcopia se generó utilizando la transcriptasa reversa MMLV de Promega®, siguiendo 
las especificaciones del fabricante. Se utilizó un par de cebadores específicos para el 
gen de endoxilanasa como control endógeno y, cebadores específicos para el transgen 
para confirmar la transgénesis. 
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Firmeza del fruto 
La firmeza se evaluó utilizando un Texturómetro TX.TAplus, Stable Micro System 
Texture Technologies®, Scarsdale, NY, equipado con una sonda Perspex cilíndrica de 
25 mm de diámetro (código: P/25P) y una celda de carga de 30 kg (PL/CEL/30). Se 
realizó un ensayo de compresión, midiéndose la fuerza máxima en gr necesaria para 
generar una deformación del fruto de 0,5 mm. Se usaron las siguientes condiciones: 
modo del ensayo: compresión; velocidad pre-ensayo: 0,25 mm s-1; velocidad durante el 
ensayo: 0,25 mm s-1; velocidad post-test: 10 mm s-1. Se midió la firmeza de 10 frutos de 
cada evento de transformación por estadio de madurez fisiológica. 
 
Contenido de azúcares solubles en alcohol 
Se hicieron extractos etanólicos de frutos tipo salvaje y de tres eventos transgénicos 
(CBM3, CBM4 y CBM5), en tres estadios de madurez (E3, E4 y E5). Frutos congelados 
se molieron en nitrógeno líquido, luego 1 g del polvo resultante se resuspendió en 6 mL 
de etanol absoluto. La mezcla se homogeneizó, se centrifugó a 10.000 x g durante 10 
min a 4 °C y se diluyó 1 mL del sobrenadante a 5 mL finales con agua destilada. El 
contenido de azúcares totales se determinó por el método de antrona, usando glucosa 
como patrón de referencia. Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se 
expresaron como g de glucosa por kg de fruto. 
 
Aislamiento de polisacáridos de la pared celular  
Se analizó el contenido de pared celular en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de tres 
eventos transgénicos (CBM3, CBM4 y CBM5), en cuatro estadios de madurez (E2, E3, 
E4 y E5). Los polisacáridos totales de pared celular se obtuvieron como residuo 
insoluble en alcohol (RIA) de acuerdo con d’AMOUR et al. (1993). Los resultados se 
expresaron como mg de RIA cada 100 mg de tejido. 
 
Medida de actividad expansina total 
Se midió la actividad expansina total en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de tres 
eventos de transformación (CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez (E3, 
E4 y E5). Los extractos proteicos y la determinación de la actividad expansina se 
realizaron de acuerdo con lo descrito en Perini et al. (2017). 
 
Medida de actividad poligalacturonasa (PG) 
Se midió la actividad PG en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de 3 eventos de 
transformación (CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez (E3, E4 y E5). La 
metodología utilizada se adaptó a la descripta por Nogata et al. (1993). Se preparó una 
mezcla de reacción conteniendo 350 μL de ácido poligalacturónico (0,3% p/v) disuelto 
en buffer acetato de sodio/ácido acético 0,05 M (pH 6,0), 350 μL de buffer acetato de 
sodio/ácido acético 0,05 M (pH 6,0) y 700 μL de extracto proteico. La cinética se llevó a 
cabo a 37 °C, tomándose alícuotas a las 0, 6, 12 y 24 h. El contenido de ácido 
galacturónico liberado se determinó siguiendo el protocolo descripto en Diaz et al. 
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(2007). Se realizó una curva de calibración utilizando cantidades variables de ácido 
galacturónico 1 mM (Fluka). La actividad PG se expresó como nmol de ácido 
galacturónico liberado por min y por kg de fruto. 
 
Análisis Estadístico 
Todos los resultados se analizaron mediante ANOVA por estadio de madurez 
fisiológica. En todos los casos las medias de los eventos transformados se compararon 
contra la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). 
 
Resultados y Discusión 
Generación de Plantas Transgénicas y chequeos moleculares 
Se consiguió regenerar siete eventos de transformación independientes a partir del 
cultivo in-vitro de tejidos, nombrados arbitrariamente CBM1 a CBM7. De acuerdo con 
los chequeos moleculares, todos los eventos resultaron ser transgénicos (Figura 2). Los 
mismos se propagaron por clonación mediante repique de estolones. Se eligieron los 
eventos CBM3, CBM4 y CBM5 para realizar las caracterizaciones de los frutos.  
   A                                                             B 
 
Figura 2. Chequeos Moleculares por RT-PCR. A) Gen FvXyn (control endógeno).  
B) Transgen. WT: frutos tipo salvaje; CBM1-CBM7: frutos de eventos transformados;  
C(-): control de PCR. 
 
Estadios de Madurez Fisiológica 
No se observaron diferencias morfológicas entre frutos transgénicos y tipo salvaje. Los 
frutos se clasificaron en 5 estadios de madurez, numerados en forma arbitraria del 1 al 
5 (E1 a E5) siguiendo el desarrollo del fruto (Figura 3). E1 se caracterizó por un fruto 
pequeño aún verde con los aquenios en contacto entre sí. En E2 comienza a perderse 
el color verde y se distingue una pequeña separación entre los aquenios. En E3 se 
denota un incremento en el tamaño del fruto, no se aprecia color verde, los aquenios se 
encuentran separados, pero aún no toman el color pardo característico de los estadios 
sucesivos. En E4 el fruto adquiere el tamaño final, al igual que el color de los aquenios. 
E5 se caracteriza por el color pardo de los frutos, indicio del comienzo de su 
descomposición. 
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Figura 3. Estadios de madurez fisiológica. 
 
Firmeza 
El cultivar se caracterizó por presentar frutos blandos. Comparados con frutos de 
Fragaria x ananassa la firmeza medida en F. vesca H4 se encuentra casi un orden de 
magnitud por debajo de los valores esperados para la variedad comercial. Se observó 
una disminución progresiva en la firmeza con el avance de la maduración, siendo la 
disminución entre E2 y E3 la de mayor relevancia (Figura 4). En lo que respecta a los 
eventos transformados, no se observaron diferencias significativas en la firmeza de 
los frutos transgénicos comparados con los frutos tipo salvaje ni E2 ni en E5, pero sí 
se encontraron diferencias significativas en E3 y E4 (Figura 4). Para el E3, los tres 
eventos analizados presentan una firmeza mayor a la de los frutos tipo salvaje, 
mientras que en E4 la diferencia se mantiene para los eventos CBM3 y CBM4, pero 
deja de observarse en el evento CBM5. Resultados similares se obtuvieron en tomates 
transgénicos (S. lycopersicum cv. Ailsa Craig) sobreexpresantes del CBM de la 
expansina 1 de tomate (SlEXPa1; Perini et al., 2017). 
 
Figura 4. Firmeza en g de frutos en distintos estadios de madurez fisiológica en 
planta. WT: frutos tipo salvaje; CBM3 a CBM5 frutos de eventos transformados; E2, 
E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican diferencias significativas 
con el tipo salvaje. 
 
Contenido de pared como residuo insoluble en alcohol 
No se observaron diferencias en los perfiles de RIA de los distintos eventos 
analizados. Hay una caída pronunciada en el contenido de RIA entre E2 y E3, para 
luego mantenerse hasta el final de la maduración, a excepción del evento CBM5, 
donde también se verifica un descenso en el contenido de RIA entre E3 y E4 (Figura 
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5A). Para la mayoría de los eventos, no se observan diferencias en el contenido de 
RIA correspondiente a los tres últimos estadios de madurez (E3, E4 y E5). En lo que 
respecta a la comparación del contenido de RIA de los eventos transgénicos con el 
tipo salvaje por estadio, sólo se observaron diferencias significativas en frutos del 
evento CBM5 en E3, siendo el contenido de RIA mayor que el de los frutos tipo salvaje 
(Figura 5A). Si bien no se observaron diferencias significativas en el contenido de RIA 
en E2, E4 y E5 entre ninguno de los eventos transformados y tipo salvaje, cabe 
destacar que en los estadios dos, tres y cuatro (E2, E3 y E4) existe una tendencia a 
un mayor contenido RIA para la mayoría de los eventos transformados (Figura 5A). 
 
Azúcares totales 
Al comparar el contenido de azúcares de los distintos eventos transgénicos con los 
frutos tipo salvaje en cada estadio, se observaron diferencias significativas en todos 
los casos, al menos en uno de los eventos transgénicos (Figura 5B). En E3 todos los 
eventos transgénicos presentaron un menor contenido de azúcares totales que los 
frutos tipo salvaje (Figura 5B). En E4, se observó la misma tendencia, a excepción del 
evento CBM3, que a pesar de tener una media menor a la de los frutos tipo salvaje, 
no presentó diferencia estadística con el control sin transformar. En E5, sólo se 
observaron diferencias significativas en el evento CBM5, con un contenido de 
azúcares mayor al de los frutos tipo salvaje. 
 
Figura 5. A) Residuos insolubles en alcohol (mg RIA /100 mg tejido). B) Azúcares 
totales  
(g Glucosa/kg Fruto). WT: Frutos tipo salvaje; CBM3, CBM4 y CBM5 eventos 
transformados; E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican diferencias 
significativas con el WT. 
 
Actividades expansina y poligalacturonasa (PG) totales 
En lo que respecta a la actividad expansina específica total, en todos los casos 
analizados se observó un aumento de la actividad con la maduración del fruto. Al 
comparar por estadio la actividad expansina determinada en los frutos transgénicos 
con la propia de los frutos tipo salvaje, en E3 sólo se observaron diferencias 
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significativas en la actividad determinada en el evento CBM5, siendo esta menor a la 
observada en frutos tipo salvaje (Figura 6A). En E4 y E5, en cambio, todos los frutos 
provenientes de eventos transgénicos presentaron una menor actividad expansina 
específica que en los frutos tipo salvaje, siendo la diferencia en todos los casos 
estadísticamente significativa (Figura 6A). 
En cuanto a la actividad PG total, se observó un aumento de la actividad entre los 
últimos estadios de madurez (E4-E5) en frutos tipo salvaje (Figura 6B). Ninguno de 
los perfiles observados en los eventos transgénicos coincidió con el observado en los 
frutos tipo salvaje. En el evento CBM3 se observó una continua disminución en la 
actividad PG con la maduración, mientras que en los eventos CBM4 y CBM5 no se 
observaron diferencias en la actividad PG en ninguno de los estadios de madurez en 
estudio. Al comparar la actividad de los eventos transgénicos con la observada en 
frutos tipo salvaje por estadio de madurez, en todos los estadios la actividad en los 
eventos transgénicos resultó ser inferior a la medida en los frutos tipo salvaje, siendo 
la diferencia estadísticamente significativa en la mayoría de los casos (Figura 6B).  
Para ambas enzimas se observó una menor actividad frutos de los eventos 
transgénicos que en los frutos tipo salvaje. Los resultados concuerdan con lo descripto 
en Nardi et al., 2015, donde la sobreexpresión de un CBM de expansina en la pared 
celular de Arabidopsis thaliana se tradujo en una menor actividad de algunas de las 
enzimas del catabolismo de la pared celular vegetal. 
 
Figura 6. A) Actividad expansina específica (µm•mL•min-1•mg-1). B) Actividad PG 
(nmoles•AG•min-1•kg-1). WT: frutos tipo salvaje; CBM3, CBM4 y CBM5 frutos de 
eventos transformados; E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican 
diferencia estadística al tipo salvaje. 
 
Conclusiones 
No se observaron cambios macroscópicos en el fenotipo de los frutos transgénicos al 
compararlos con los frutos tipo salvaje, pero si se observó una mayor firmeza, una 
leve tendencia hacia un mayor contenido en pared celular, menor contenido de 
azúcares solubles en alcohol y menor actividad tanto expansina como 
poligalacturonasa, dando indicios de un metabolismo alterado de la pared celular 
vegetal. En su conjunto los resultados indican que la sobreexpresión en la pared 
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celular de un CBM carente de actividad hidrólitica sobre carbohidratos, tiene potencial 
como estrategia para controlar el ablandamiento en frutilla. 
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